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A.   Arteria  
AMD  altersabhängige Makuladegeneration 
Aqua dest. aqua destillata (destilliertes Wasser) 
BSA  Bovine Serum Albumin (Rinder Serum Albumin) 
bzw.  beziehungsweise 
ca.  circa  
CNV  choroidale Neovaskularisation 
CD  Cluster of Differentiation 
CO2  Kohlendioxid 
DMEM Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium 
EDTA  Ethylendiamintetraacetat 
et al.  et alii/ et aliae/ et alia (und andere) 
evtl.  eventuell 
FasL  Fas Ligand (CD95 Ligand) 
FCS  fetal calf serum (Fetales Kälber Serum) 
FITC  Fluoresceinisothiocyanat (ein Fluoreszenzfarbstoff) 
FL  Fluoreszenz 
FSC  Forward Scatter 
g  Gramm / Erdbeschleunigung (bei Zentrifugation) 
GA  Geografische Atrophie 
GM-CSF granulocyte/macrophage - colony stimulating factor 
h  Stunden 
H  Hintergrund 
HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperatinyl]-ethansulfonat 
IFN  Interferon 
IgG  Immunglobulin G 
IL  Interleukin 
LPS  Lipopolysaccharid 





MCP-1 monocyte chemo-attractant protein-1 
mg  Milligramm  
MHC  Major Histocompatibility Complex 
min  Minuten 
mind.  mindestens 
Mio  Million(en) 
ml  Milliliter  
mm  Millimeter 
NK-Zellen Natürliche Killerzellen 
Nr.  Nummer 
PBS  phosphate buffered saline (Phosphatgepufferte Salzlösung) 
PC  Personal Computer 
PE  Phycoerythrin (ein Fluoreszenzfarbstoff) 
Poly I:C Polyinosinic : polycytidylic Acid 
RNA  Ribunucleic acid (Ribonukleinsäure) 
RPE  Retinales Pigmentepithel 
R-PE  R-Phycoerythrin (ein Fluoreszenzfarbstoff) 
siRNA  small interfering RNA (kleine interferierende RNA) 
SSC  Side Scatter 
TLR3  Toll like receptor 3 (Toll ähnlicher Rezeptor 3) 
TNF  Tumornekrosefaktor 
u. a.  unter anderem 
U/min  Umdrehungen pro Minute 
v. a.  vor allem 
VEGF  Vascular Endothelial Growth Factor 
W  Well (Vertiefung in der Migrationskammer) 
WHO  Word Health Organization 
°C  Grad Celsius 
µg  Mikrogramm 
µl  Mikroliter 





2  Einleitung 
2.1 Anatomie der Netzhaut 
Die Netzhaut (Retina) kleidet den hinteren Teil des Bulbus aus und wandelt das 
einfallende Licht in Nervenimpulse um (Patzelt 2009). Histologisch kann man sie in 
10 gut abgrenzbare Schichten untergliedern (Lüllmann-Rauch 2006). Die äußere 
Schicht bildet das Retinale Pigmentepithel. Die restlichen 9 Schichten bilden die 
neurosensorische Retina (siehe Abbildung 1). 
 
Abbildung 1. Schematische – stark vereinfachte – Darstellung der Retina mit angrenzenden 
Teilen der Choroidea. 
In der neurosensorischen Retina finden sich die ersten Neurone der Sehbahn. Die 
Photorezeptorzellen stellen das erste Neuron dar und setzen die Lichtreize in 
elektrische Signale um. Dabei unterscheidet man Stäbchen von Zapfen. Die Zapfen 
sind vor allem für das Farbsehen und die Stäbchen für das Dämmerungssehen 
zuständig. Das zweite Neuron stellen die bipolaren Zellen dar. Sie nehmen die 
Signale von den Photorezeptorzellen auf, um sie an die Ganglienzellen 
weiterzugeben. Die Ganglienzellen tragen die Informationen zum Gehirn. Ihre Axone 
verlaufen von der Retina über den Sehnerv bis ins Zwischenhirn. Sie stellen das 
dritte Neuron der Sehbahn dar. 





Die Retina wir nach außen hin von der Choroidea umgeben. Die Choroidea, auch 
Aderhaut, dient der Blutversorgung des Auges. Die Grenzschicht zwischen Retina 
und Choroidea ist die Bruch-Membran. Diese besteht aus einem Netz von 
elastischen Fasern und bildet die stabile und faltenfreie Unterlage für die Retina 
(Lüllmann-Rauch 2006). 
2.1.1 Die Makula 
Die meisten Zapfenzellen liegen in der Makula, ein Bereich von ca. 3 mm 
Durchmesser. Die Makula liegt zentral in der Retina und durch sie verläuft die 
optische Achse (siehe Abbildung 2). In der Mitte der Makula befindet sich die Fovea, 
eine trichterförmige Vertiefung mit ca. 1,5 mm Durchmesser. Die Fovea ist die Stelle 
mit der höchsten Sehschärfe. In diesem Bereich sind die nachgeschalteten Neurone 
zur Seite verlagert, was einerseits die Trichterform verursacht und andererseits dafür 
sorgt, dass in diesem Bereich das einfallende Licht nicht durch darüber liegende 
Zellschichten gestreut wird. Außerdem sind die Photorezeptorzellen in der Fovea fast 
ausschließlich 1:1 mit den Ganglienzellen verschaltet, was die Sehschärfe besonders 
fördert. Im Gegensatz dazu konvergieren in der Netzhautperipherie viele Rezeptoren 
auf eine Ganglienzelle (Lüllmann-Rauch 2006). 
Abbildung 2. Anatomie 
des Auges.  
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2.1.2  Blutversorgung der Retina 
Die Retina wird von zwei Seiten mit Blut versorgt. Die inneren Schichten der Retina 
bis einschließlich des 2. Neurons werden über Äste der Arteria centralis retinae 
versorgt, die über den Sehnerv eintritt (siehe Abbildung 2). Die Photorezeptoren und 
das RPE werden über Gefäße der Choroidea versorgt. 
Es gibt eine Blut-Retina-Schranke. Diese Schranke entsteht durch das geschlossene 
Endothel der Äste der A. centralis und die dichten Haftkomplexe (Tight junctions) 
zwischen den Zellen des RPEs. Die Blut-Retina-Schranke garantiert, dass die Retina 
vor im Blut zirkulierenden hydrophilen Stoffen abgeschirmt wird, um sie vor 
möglichen Schadstoffen zu schützen (Lüllmann-Rauch 2006). Außerdem wird so ein 
unkontrollierter Übertritt von Entzündungszellen verhindert, um die Retina vor 
überschießenden Infektionen zu bewahren. 
2.1.3 Retinales Pigmentepithel (RPE) 
Das Retinale Pigmentepithel ist ein einschichtiges kubisches Epithel, welches 
zahlreiche Melanosomen enthält. Es bildet die äußerste Schicht der Retina und sitzt 
fest auf der Bruch-Membran (Lüllmann-Rauch 2006). 
Das RPE hat eine Vielzahl von Funktionen für die Retina (Strauss 2005). Zum einen 
sind die Zellen des RPEs, wie oben erwähnt, über Tight junctions miteinander 
verbunden und stellen daher einen Teil der Blut-Retina-Schranke dar. Zum anderen 
vermittelt das RPE den Stoffaustausch zwischen der Choroidea und den 
Photorezeptoren und ist daher für die Versorgung der Retina unerlässlich. Außerdem 
verhindert das Pigment (Melanin) Lichtreflexe, die Streulicht erzeugen würden und ist 
somit von großer Bedeutung für die Sehschärfe. 
Eine entscheidende Aufgabe des RPEs ist die Regulation der Immunantwort in der 
Retina (Detrick & Hooks 2010); (Klettner 2015). Das Auge ist eine klassische 
immunprivilegierte Region, das heißt, es findet im Auge eine physiologische 
Immunsuppression statt. Der Grund dafür ist, dass Entzündungen im Auge schnell 
zur Einschränkung des Sehvermögens führen und dass eine unspezifische 
Zerstörung von Nachbargewebe, wie der nicht regenerationsfähigen Retina, 
dramatische Folgen hätte. Daher werden bestimmte Bereiche der Immunantwort 
unterdrückt (Ferguson & Griffith 2006); (Stein-Streilein 2008). Ein Beispiel, wie die 
RPE-Zellen dieses Immunprivileg unterstützen, ist die Expression des Fas Liganden. 





Der Fas Ligand kann an einen Fas-Rezeptor binden und die rezeptortragende Zelle 
zur Apoptose zwingen. Da Fas-Rezeptoren u.a. auf Zellen des Immunsystems wie T-
Lymphozyten exprimiert werden, hat der Fas Ligand eine immunsupprimierende 
Wirkung (Sharma et al. 2000). Generell fördern die RPE-Zellen ein anti-
inflammatorisches Milieu, indem sie u.a. Zytokine produzieren, die die Immunantwort 
unterdrücken (Sugita et al. 2006), wie z.B. Thrombospondin (Zamiri et al. 2007) und 
indem sie z.B. durch die Expression des Komplementfaktors H die Aktivierung des 
Komplementsystem regulieren (Klettner 2015).  
Im Rahmen seiner Funktion als Blut-Retina-Schranke liegt das RPE sehr nahe an der 
Choroidea und ist daher ein leichtes Ziel für mögliche systemische Infektionen, z.B. 
für Viren (Huemer et al. 1996). Daher exprimieren die Zellen des RPEs 
Mustererkennungsrezeptoren (Pattern recognition receptors), mit denen sie 
bestimmte Oberflächenstrukturen erkennen können, die für den Körper eine Gefahr 
bedeuten. Die RPE-Zellen sind in der Lage auf solche Gefahren zu reagieren, indem 
sie Zytokine produzieren. Sie können also auch zu einer Entzündung im Auge 
beitragen (Kaarniranta & Salminen 2009). Zu diesen Pattern recognition receptors 
gehört auch der Toll-like-Rezeptor 3 (TLR3), auf den im Weiteren noch eingegangen 
wird (siehe Kapitel 2.5). 
2.2 Altersabhängige Makuladegeneration (AMD) 
Die altersabhängige Makuladegeneration ist eine Erkrankung, die den älteren 
Menschen betrifft und zu einem Verlust des zentralen Sehvermögens führt. Die AMD 
ist nach Katarakt und Glaukom weltweit die dritthäufigste Erblindungsursache. In den 
westlichen Industrienationen verursacht sie zurzeit sogar die meisten 
Erblindungsfälle (WHO 2016). Pathophysiologisch scheint die AMD eine sehr 
komplexe Erkrankung zu sein, die aus einem Zusammenspiel von 
Alterungsprozessen, genetischen Prädispositionen, Umweltfaktoren und 
Entzündungsreaktionen resultiert (Miller 2013). Eine Schlüsselrolle in der Entstehung 
scheint das Retinale Pigmentepithel zu spielen, welches maßgeblich an dem in der 
AMD gestörten Fettstoffwechsel des Auges beteiligt ist. Die Zellen des RPE sind im 
Laufe der Erkrankung als erstes betroffen und gehen zunehmend zugrunde. Es wird 
vermutet, dass sie daraufhin an der Vermittlung einiger pathologischer Antworten, 
wie einer überschießenden Entzündungsreaktion beteiligt sind (Miller 2013). Der 
wichtigste Risikofaktor für eine AMD ist das Alter. Die natürlichen Alterungsprozesse 





im Auge schaffen die Voraussetzungen zur Entstehung einer AMD, sind alleine aber 
nicht in der Lage die Erkrankung auszulösen. Zu diesen Alterungsprozessen gehört 
u. a. eine zunehmende Ablagerung von Lipiden in und unter das RPE und eine 
Anreicherung von Lipofuscin im RPE, welche den oxidativen Stress in den Zellen 
verstärken kann und toxische Eigenschaften besitzt (Lamb & Simon 2004). Die 
entstehenden Lipidablagerungen sammeln sich in einer Lipid-Schicht auf der Bruch-
Membran und sind wahrscheinlich Vorläufer der pathologischen Drusen einer AMD 
(Curcio et al. 2011). Drusen sind Ablagerungen von extrazellulärem Material 
unterhalb der Retina. Bei der Funduskopie (Spiegelung des Augenhintergrunds) 
imponieren sie als gelbe Flecken in der zentralen Retina. Erst ab einer bestimmten 
Größe haben sie einen Krankheitswert und sind ein Kennzeichen der AMD.  Die 
Lipidablagerungen sind am stärksten in der Makula lokalisiert. Dies kommt 
wahrscheinlich durch den venösen Druck zustande, der in der Makula am größten ist, 
weil hier das choroidale Venensystem am weitesten vom Herz entfernt liegt 
(Friedman 2008). Eine AMD wird begünstigt, wenn auch genetische Prädispositionen 
vorliegen. In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Genen identifiziert, die mit 
der Entstehung der AMD in Verbindung gebracht werden. Diese Gene liegen vor 
allem auf zwei Genorten (1q32 und 10q26) und kodieren zusammen für wichtige 
Bestandteile von biologischen Vorgängen, die in der Entstehung der AMD eine Rolle 
spielen. Die Gene kodieren z.B. für die Entzündungsreaktion und das Immunsystem, 
für den Fettstoffwechsel und -transport, für die Aufrechterhaltung der 
Extrazellulärmatrix oder für die Angiogenese. Hinzukommende Umweltfaktoren 
können sich negativ auf die genetischen Prädispositionen und Alterungsprozesse 
auswirken und so einen frühen Krankheitsbeginn und ein schnelles Fortschreiten der 
AMD bewirken. Zu den entscheidenden Umweltfaktoren bei der AMD gehören das 
Rauchen, das den oxidativen Stress der Zellen verstärken kann und eine fettreiche 
Ernährung, welche den Fettstoffwechsel zusätzlich belastet.  Man geht davon aus, 
dass eine chronische Entzündungsreaktion Teil der Pathogenese der AMD ist und 
zum einen über die Aktivierung des Komplemtsystems, zum anderen durch die 
Rekrutierung und Aktivierung inflammatorischer Zellen, wie Makrophagen vermittelt 
wird. Auch die Lipidablagerungen könnten Substrate einer solchen 
Entzündungsreaktion darstellen, welche vermutlich auch über das 
Komplementsystem vermittelt wird. In früheren Forschungen konnten verschiedene 





Proteine des Komplementsystems in Drusen, dem RPE, der Bruch-Membran und der 
Retina gefunden werden (Ambati et al. 2003). 
Generell unterscheidet man zwei Formen der AMD, die trockene und die feuchte 
AMD. Die trockene AMD, die auch als nicht exsudative Form beschrieben wird, tritt 
deutlich häufiger auf als die unten beschriebene feuchte Form der AMD. Auf die 
dabei entstehende Atrophie des RPEs folgt eine Zerstörung der Choroidea und der 
Photorezeptoren der Retina (McLeod et al. 2009). Klinisch imponiert eine 
Verschlechterung der zentralen Sehschärfe, die sich langsam über Monate bis Jahre 
entwickelt. Breitet sich die Atrophie flächig immer weiter aus, spricht man von 
geografischer Atrophie (GA), dem Spätstadium der AMD. Eine trockene AMD kann 
auch in die feuchte Form der AMD übergehen (Patzelt 2009). 
Die feuchte bzw. exsudative AMD ist zwar deutlich seltener, verursacht aber 
trotzdem den größten Anteil der Erblindungen durch eine AMD. Bei dieser Form 
kommt es zusätzlich zu einer Zerstörung der Blut-Retina-Schranke. Dadurch können 
sich Ödeme bilden und Blutgefäße aus der Choroidea einsprossen. Bei diesen 
sogenannten choroidalen Neovaskularisationen (CNV) können die Kapillaren der 
Choroidea sowohl unter das RPE als auch zwischen das RPE und die sensorische 
Netzhaut proliferieren (Miller et al. 2003). Häufige Komplikationen der CNVs sind 
Fibrosierungen und Blutungen in diesem Bereich (Böcker et al. 2004). Eine 
Schlüsselrolle in der Pathogenese der CNVs spielt der Vascular Endothelial Growth 
Factor (VEGF), der sowohl vom RPE als auch von beteiligten Makrophagen 
ausgeschüttet werden kann (Miller et al. 2013). Der VEGF stellt ein typisches 
angiogenetisches Signal dar und ist an der Migration und Proliferation von 
Endothelzellen beteiligt. Klinisch imponiert auch bei der feuchten AMD eine zentrale 
Sehverschlechterung, welche allerdings deutlich schneller fortschreiten kann, als bei 
der trockenen AMD. Akut auftretende Metamorphopsien (verzerrtes Sehen) oder 
auch plötzliche rapide Sehverschlechterungen sind typisch und Korrelate der 
auftretenden Ödeme bzw. Blutungen (Patzelt 2009). 
Eine kausale Therapie existiert zurzeit nicht. Generell können zur symptomatischen 
Therapie vergrößernde Sehhilfen herangezogen werden. Außerdem hat sich im 
letzten Jahrzehnt die Anti-VEGF-Therapie zur symptomatischen Behandlung der 
feuchten AMD durchgesetzt. Mit lokal angewendeten VEGF-Antikörpern wie 





Bevacizumab oder VEGF-Antikörperfragmenten wie Ranibizumab konnte in über 90 
% der Fälle ein Fortschreiten des Sehverlusts aufgehalten werden und in einem 
Drittel der Fälle sogar Sehverbesserungen erzielt werden (Miller 2013); (Martin et al. 
2012). Da die Anti-VEGF-Therapie auf die Behandlung in einem eher späten 
Erkrankungsstadium abzielt, ist es weiterhin ein zentrales Forschungsziel, 
Therapiestrategien für ein frühes Erkrankungsstadium zu etablieren, um einen 
möglichen Progress der AMD aufzuhalten. 
2.3 Monozyten und Makrophagen 
Monozyten sind im Blut zirkulierende Immunzellen, die zu den Leukozyten gehören. 
Es sind annähernd kugelige Zellen, die einen Durchmesser von bis zu 20 µm 
erreichen können. Sie stammen aus dem Knochenmark, wo sie sich aus einer 
myeloischen Vorläuferzelle entwickeln und dann ins Blut abgegeben werden. Sie 
sind in der Lage zu phagozytieren, zytotoxische Aktivität zu entfalten und eine 
Vielzahl biologisch aktiver Mediatoren zu sezernieren. Monozyten verlassen nach 1 
bis 3-tägiger Zirkulation das Blut und wandeln sich im Gewebe zu ortsansässigen 
Makrophagen oder dendritischen Zellen um (Lüllmann-Rauch 2006). Wenn sie 
auswandern, behalten sie viele ihrer Fähigkeiten und werden vom umliegenden 
Gewebe zu zusätzlichen speziellen Funktionen veranlasst, denen sie dort 
monatelang nachkommen können (Böcker et al. 2004). Eine dieser Aufgaben der 
Makrophagen ist die Beseitigung von untergegangenen Zellen und Mikroorganismen 
mittels Phagozytose. Des Weiteren besitzen sie zytotoxische Aktivität gegenüber 
Parasiten, Tumorzellen und virusinfizierten Zellen. Bei letzteren können sie durch 
unterschiedliche Mechanismen eine Apoptose auslösen. Makrophagen sind in der 
Lage innerhalb kürzester Zeit nach Stimulation viele Proteine wie Enzyme und 
Zytokine zu sezernieren. Die meisten davon werden sofort abgegeben und nicht erst 
in der Zelle gespeichert. Makrophagen haben einen wichtigen Anteil am Ablauf von 
Entzündungsreaktionen. Nach der Phagozytose von Infektionserregern wird das 
aufgenommene Material gespalten und die entstehenden Peptide werden mit Hilfe 
spezieller MHC-Moleküle (Major Histocompatibility Complex) auf der Oberfläche der 
Makrophagen präsentiert. Nur durch eine Präsentation können Antigene von T-
Lymphozyten erkannt werden. Daher sind Makrophagen u.a. die Zellen, welche die 
Verbindung zwischen dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystems 
darstellen (Martin & Resch 2009). Des Weiteren sind auch Monozyten und 





Makrophagen in der Lage, im Laufe ihrer Entwicklung und bei entsprechender 
Stimulation den Fas Liganden zu exprimieren und so eine immunmodulierende 
Wirkung zu entfalten (Brown & Savill 1999). 
Es gibt einige Hinweise darauf, dass Monozyten bzw. Makrophagen an der 
Pathogenese der AMD beteiligt sind (Klettner 2015). In der gesunden Retina 
befinden sich normalerweise keine Monozyten oder Makrophagen, da sie die Blut-
Retina-Schranke nicht überwinden können. Wenn aber unter pathologischen 
Bedingungen die Blut-Retina-Schranke gestört ist, wird es auch Monozyten 
ermöglicht in den subretinalen Raum zu infiltrieren. So konnten in Augen, bei denen 
eine AMD diagnostiziert wurde, Makrophagen gefunden werden, welche die Bruch-
Membran überwunden haben und in den subretinalen Raum eingewandert sind 
(Cherepanoff et al. 2010).  Die genauen Angaben zur Bedeutung der Makrophagen 
im Rahmen der AMD-Genese sind teilweise widersprüchlich. Viele 
Veröffentlichungen beschreiben einen Einfluss der Makrophagen bei der Entstehung 
der CNVs. Dabei wird von einigen Autoren eine protektive und anti-angiogenetische 
Wirkung der Makrophagen geschildert (Apte et al. 2006). Andere Autoren behaupten, 
dass Monozyten eine destruktive und pro-angiogenetische Rolle in der Entwicklung 
der CNVs bei der AMD spielen (Espinosa-Heidmann et al. 2003); (Shi et al. 2011). 
Wegen dieser widersprüchlichen Veröffentlichungen ist eine weiterführende 
Untersuchung der genauen Mechanismen der Makrophagenbeteiligung an der AMD 
sinnvoll.  
2.3.1 Phänotypen von Monozyten 
Alle Monozyten kann man anhand ihres Oberflächenmarkers CD14 identifizieren. 
CD14 stellt einen Teil des Rezeptors für Lipopolysaccharid (LPS) dar und wird im 
Blut ausschließlich von den Monozyten exprimiert (Gordon & Taylor 2005). 
Je nach Autor werden 2 bis 4 Monozytenuntergruppen mit unterschiedlicher 
Nomenklatur unterschieden (Gordon & Taylor 2005); (Mantovani et al. 2004); 
(Mosser 2003). Diese Untergruppen unterscheiden sich z.B. in der Expression 
verschiedener Oberflächenmoleküle und der Produktion von Zytokinen und 
Adhäsionsmolekülen. Durch ihre variierenden Eigenschaften haben sie zum Teil sehr 
unterschiedliche physiologische Bedeutung (Mantovani et al. 2004). Sie können 
entweder pro- oder anti-inflammatorische Eigenschaften zeigen und auch im Hinblick 





auf die Angiogenese gegenteilige Effekte hervorrufen (Ferguson & Griffith 2006). 
Dabei sind die Grenzen zwischen den einzelnen Phänotypen jedoch nicht deutlich, 
da es zum Teil diverse Zwischenformen gibt, für die man noch keine eindeutigen 
Marker kennt (Mosser 2003). Viele Veröffentlichungen deuten darauf hin, dass die 
unterschiedlichen Monozytenuntergruppen die verschiedenen Entwicklungsstadien 
und das Alter der Monozyten auf ihrem Weg von den klassischen Monozyten bis hin 
zu gewebsständigen Makrophagen oder dendritischen Zellen widerspiegeln (Gordon 
& Taylor 2005); (Mantovani et al. 2005). Diese Entwicklung stellt allerdings keinem 
starren linearen Prozess dar. Sie kann durch die Anwesenheit unterschiedlicher 
Stimulanzien wesentlich beeinflusst werden. Zum Beispiel kann die Anwesenheit von 
GM-CSF (granulocyte/macrophage - colony stimulating factor) und Interleukin-4 
jederzeit die Differenzierung zur dendritischen Zelle veranlassen (Gordon & Taylor 
2005). 
Neben CD14, den man auf allen Monozyten findet, ist auch CD16 ein wichtiger 
Oberflächenmarker, der unter anderem von Monozyten und Makrophagen exprimiert 
wird. Allerdings findet sich CD16 nicht auf allen humanen Monozyten, sodass man 
mit Hilfe dieses Markers zwei humane Monozytenuntergruppen unterscheiden kann. 
Dabei stellen die CD16+ Monozyten eine weiterentwickelte Form dar, die 
makrophagenähnliche Eigenschaften zeigt (Ziegler-Heitbrock et al. 1993). Im 
Gegensatz dazu wird beim Schwein von allen Monozyten CD16 exprimiert (Sánchez 
et al. 1999 p. 1). Da die Versuche dieser Dissertation im Schweinemodell 
durchgeführt werden sollten, wurde im Folgenden von einer Bestimmung von CD16 
abgesehen. 
CD163 ist ein Marker, der sowohl auf gewebsständigen Makrophagen als auch auf 
einer bestimmten Monozytenuntergruppe exprimiert wird. Diese CD163 positiven 
Monozyten repräsentieren weiterentwickelte Monozyten. Sie können im Gegensatz 
zu den klassischen CD163 negativen Monozyten große Mengen des anti-
inflammatorischen Interleukins-10 produzieren und haben damit eher 
immunregulatorische Funktionen (Mantovani et al. 2004). 
2.4 Interaktion zwischen Monozyten und RPE 
Das RPE kann mit Zellen des angeborenen Immunsystems interagieren, dies wurde 
auch für Monozyten bzw. Makrophagen beobachtet. 





Unter physiologischen Bedingungen besteht im Auge kein direkter Zell-Zell-Kontakt 
zwischen dem RPE und den Monozyten (Yang et al. 2002). Allerdings kann es bei 
pathologischen Veränderungen, wie z.B. der AMD oder der proliferativen 
Vitreoretinopathie zu solchen Zell-Zell-Kontakten kommen (Cherepanoff et al. 2010); 
(Jerdan et al. 1989). Ein direkter Kontakt zwischen dem RPE und Monozyten kann 
weitreichende Folgen für die Funktion beider Zellen haben. Zum einen wurde 
gezeigt, dass ein Zell-Zell-Kontakt die Monozytendifferenzierung vorantreibt (Osuský 
et al. 1997) und zum anderen, dass durch den Kontakt die Expression von MCP-1 
und IL-8 in den RPE-Zellen veranlasst wird (Bian et al. 2003). Außerdem wurde 
veröffentlicht, dass aktivierte Monozyten bei einem Zell-Zell-Kontakt eine Apoptose in 
den RPE-Zellen auslösen können (Elner et al. 2003).  
Die RPE-Zellen sind aber auch ohne einen direkten Kontakt zu den Monozyten in der 
Lage mit ihnen zu kommunizieren, indem sie lösliche Produkte wie Zytokine 
abgeben. Dies machen sie vor allem, wenn sie über ihre Rezeptoren mögliche 
Gefahrenquellen erkannt haben (Lau & Taylor 2009). 
2.5 Toll-like-Rezeptor 3 (TLR3) 
Der Toll-like-Rezeptor 3 gehört zu den Mustererkennungsrezeptoren (Pattern 
recognition receptors), die in der Lage sind, Gefahren zu erkennen, um eine 
Abwehrreaktion einzuleiten. Diese Rezeptoren kommen auf allen Zellen des 
angeborenen Immunsystems vor, wurden jedoch auch bei diversen anderen 
Zelltypen gefunden. Generell erkennen Mustererkennungsrezeptoren Pathogen-
assoziierte molekulare Muster, jedoch keine individuellen Erregerarten. 
Eine Gruppe der Mustererkennungsrezeptoren stellen die Toll-ähnlichen-Rezeptoren 
(Toll-like-receptors, TLR) dar. Ihren Namen verdanken sie ihrer strukturellen 
Ähnlichkeit mit dem Molekül „Toll“, das ursprünglich in der Fruchtfliege identifiziert 
wurde. Toll-ähnliche-Rezeptoren sind entwicklungsgeschichtlich sehr alt und 
kommen bereits in sehr einfachen mehrzelligen Lebensformen vor. Im Menschen 
sind mindestens 12 unterschiedliche TLRs identifiziert worden. Bei 10 davon kennt 
man bereits die genauen Liganden. Alle Toll-ähnlichen-Rezeptoren sind 
Transmembranproteine. Das bedeutet, dass sie die Zellmembran komplett 
durchspannen und daher Anschluss zu den Räumen beider Seiten der Membran 
haben. 





Man unterscheidet generell zwei Gruppen von TLRs. Zur ersten Gruppe gehören 
TLRs, die vor allem auf der Zelloberfläche exprimiert werden. Sie erkennen 
hauptsächlich Strukturen, die sich auf der Oberfläche von Erregern befinden. Zum 
anderen gibt es TLRs, die eher in der Membran von Endosomen und Lysosomen 
exprimiert werden und die zweite Gruppe bilden. Sie erfassen hauptsächlich 
körperfremde Nukleinsäuren. Diese sind vorher über Phagozytose oder gezielte 
Invasion (bei Viren) in die Endosomen der Zelle gelangt. Zu dieser zweiten Gruppe 
gehört auch der Toll-like-Rezeptor 3 (Martin & Resch 2009). 
Der Toll-like-Rezeptor 3 erkennt doppelsträngige RNA (Vercammen et al. 2008); 
(Matsumoto et al. 2002), die man vor allem in Viren findet. Der Toll-like-Rezeptor 3 
wird generell von Zellen des angeborenen Immunsystems exprimiert, konnte jedoch 
auch auf RPE-Zellen gefunden werden (Kumar et al. 2004). Außerdem wurde 
gezeigt, dass der TLR3 auf den Zellen des RPE nicht nur in Endosomen, wie oben 
beschrieben, sondern auch auf der Zelloberfläche exprimiert wird (Kleinman et al. 
2012). 
2.6 Bedeutung des Toll-like-Rezeptors 3 bei der Entstehung der AMD 
Wie zuvor erwähnt, erkennt der TLR3 doppelsträngige RNA, die man vor allem in 
Viren findet. Es wurde allerdings gezeigt, dass der TLR3 auch von small interfering 
RNA (siRNA) aktiviert werden kann. Diese siRNA kann auch nach dem Zelltod von 
RPE-Zellen gefunden werden. Dies könnte einen entscheidenden Einfluss auf die 
Entstehung der geografischen Atrophie (GA), der späten Form der AMD haben  
(Kleinman et al. 2012).  
Die Aktivierung von TLR3 wurde als ein möglicher Faktor für die Zerstörung des 
RPEs bei der GA diskutiert. Hierbei wurde die Toxizität einer TLR3-Aktivierung für die 
Zellen des RPEs aufgezeigt und ein Zusammenhang zwischen TLR3-
Polymorphismen und einem Schutz vor der Entwicklung einer GA gesehen (Yang et 
al. 2008). Der Zusammenhang zwischen TLR3-Polymorphismen und der GA wird 
allerdings kontrovers diskutiert. Während einige Autoren keinen statistisch 
signifikanten Zusammenhang zwischen TLR3-Polymorphismen und einer AMD oder 
CNV sehen (Cho et al. 2009), beschreiben andere, dass genetische Varianten des 
TLR3s durchaus einen Schutz vor der Entstehung einer GA bewirken können, indem 
sie die Bindungskapazität des TLR3 an siRNAs vermindern (Zhou et al. 2011). 





Zusätzlich wurde nachgewiesen, dass RPE-Zellen auf eine TLR3-Aktivierung mit der 
Ausschüttung verschiedener Zytokine reagieren. Diese Zytokine sind zum Beispiel 
Interleukin-6, Interkeukin-8, Interferon-ȕ, Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 
oder monocyte chemo-attractant protein-1 (MCP-1) (Kumar et al. 2004); (Klettner et 
al. 2013). MCP-1 ist ein Chemokin, das in der Lage ist Monozyten anzulocken. 
Die Beteiligung des TLR3 an der Entwicklung der AMD ist also ungeklärt und bedarf 
noch genauerer Untersuchungen. 
2.7 Das Schwein als Versuchsmodell für humane Augenerkrankungen 
Um an Pathophysiologien der AMD zu forschen, benötigt man RPE-Zellen. Allerdings 
stehen Primärzellen von humanem Retinalen Pigmentepithel nur in sehr geringem 
Maße für Forschungszwecke zur Verfügung. Daher muss man entweder auf eine 
immortalisierte Zelllinie wie ARPE-19 zurückgreifen oder die Versuche mit Zellen 
einer anderen Spezies durchführen. Ein entscheidender Nachteil von 
immortalisierten Zelllinien ist, dass sie oft nur noch wenige ihrer ursprünglichen 
physiologischen Eigenschaften besitzen (Schmitz 2011). Daher sollten die Versuche 
für diese Arbeit mit primären tierischen Zellen durchgeführt werden. 
Um humane Pathophysiologien zu erforschen, werden häufig tierische Zellen und 
darunter vor allem Zellen der Maus verwendet. Die Nutzung von Zellen aus dem 
Schwein ist nicht ganz so üblich. Allerdings ist das Auge des Schweins dem 
humanen Auge anatomisch und physiologisch sehr ähnlich, z.B. in Bezug auf die 
Morphologie, Größe, Perfusion und Organisation der Retina (Sanchez et al. 2011); 
(Lassota 2008). Auch wenn Schweine im Gegensatz zum Menschen keine Makula 
besitzen, sind ihre Augen den humanen sehr ähnlich, da auch sie tagaktive Wesen 
sind, was ein entscheidender Unterschied zu Ratten und Mäusen ist. Auch in 
immunologischer Hinsicht ähneln sich die Augen von Schwein und Mensch, z.B. 
bezüglich der Anwesenheit von Zellen des Immunsystems unter physiologischen 
Bedingungen in der Retina (Yang et al. 2002). 
Des Weiteren hat die Nutzung des Schweinemodells auch ethische Vorteile. Die 
benötigten Materialien wie Augen und Blut fallen bei einer normalen Schlachtung als 
Abfallprodukt an, sodass für die Forschung an ihnen keine gesonderten Tierversuche 
durchgeführt werden müssen. 





Hinzukommend wurde bereits nachgewiesen, dass auch auf RPE-Zellen des 
Schweins TLR3 exprimiert wird (Klettner et al. 2013) und dass man auch im 
Schweinemodell ein Ortholog  zum humanen CD163 gefunden hat. Dieses 
sogenannte 2A10 erlaubt die Unterscheidung verschiedener 
Monozytenuntergruppen, wobei auch hier CD163 (2A10) von den weiterentwickelten, 
makrophagenähnlichen Monozyten exprimiert wird (Chamorro et al. 2005). 
Durch diese Gegebenheiten wurde das Schwein als optimales Versuchsmodell für 
folgende Experimente betrachtet. 
2.8 Fragestellung und Zielsetzung 
Monozyten stehen im Verdacht an einer Vielzahl von Pathophysiologien im Auge 
beteiligt zu sein. Sie spielen unter anderem eine Rolle bei der Entstehung der 
altersabhängigen Makuladegeneration, welche die häufigste Ursache für die 
Erblindung älterer Menschen in der industrialisierten Welt ist. Die Rolle der 
Monozyten bei der Entwicklung der AMD wird jedoch kontrovers diskutiert. Ihnen wird 
sowohl eine protektive als auch eine destruktive Wirkung vor allem in Bezug auf die 
Angiogenese zugeschrieben. 
Ziel dieser Arbeit ist es, eine Methode zu etablieren, mit Hilfe derer man Monozyten 
in hoher Reinheit aus Schweineblut isolieren kann, um eine Untersuchung der 
Pathophysiologie der AMD in einem Schweinemodell zu ermöglichen. 
Ein weiteres Ziel ist es, einen tieferen Einblick auf die Interaktion von Monozyten und 
RPE bei der Entstehung der AMD zu bekommen. Zum einen stellt sich die Frage, ob 
Monozyten verstärkt von TLR3-aktivierten RPE-Zellen zur Migration angeregt 
werden. Zum anderen, ob Monozyten, die mit TLR3-aktivierten RPE-Zellen 
kommunizieren, bestimmte Oberflächenmoleküle exprimieren, die eine Aussage über 
ihre Funktion im Rahmen der AMD zulassen. Hierbei interessiert vor allem die 
Expression des Fas Liganden und des Oberflächenmarkers CD163. 
Dadurch können nicht nur grundlegende Erkenntnisse sondern auch mögliche 
therapeutische Ansätze zur Verhinderung einer AMD aufgezeigt werden. 









Brutschrank Labotect Labortechnik, Göttingen 
Durchflusszytometer (Cytomics FC 500) Beckman Coulter Inc., Brea, USA 
Eismaschine (Scotsman AF80) Enodis, Vernon Hills, USA 
Migrationskammer  
(48-Well-chemotaxis chamber) 
NeuroProbe Inc., Gaithersburg, USA 
Migrationskammer-Zellschaber 
(Wiper blade) 
NeuroProbe Inc., Gaithersburg, USA 
Mikroskop (Axiovert1000) Carl Zeiss AG, Henningsdorf 
Neubauer-Zählkammer Superior Marienfeld, Lauda-
Königshofen 
Pipetten (Research®) Eppendorf AG, Hamburg 
Pipettierhilfe, elektrisch 
(Pipetus®) 
Hirschmann Laborgeräte GmbH, 
Eberstadt 




A.Sternkopf GmbH, Lübeck 
Zentrifuge (Sorvall ST40) Thermo Fisher Scientific, Dreieich  





(CXP Cytomics 500 Analysis Software) 
Beckman Coulter Inc., Brea, USA 
 
 







Einweg Pipettenspitzen für elektrische 
Pipetierhilfe (serological pipette)   
Th. Geyer, Hamburg 
Falcons  
(High-Clarity Propylene Conical Tube)  
BD Bioscience, Heidelberg 
Filter zum Sterilfiltrieren 
(Nalgene Syringe Filter 0,2 µm) 
Thermo FisherScientific, Dreieich 
Injektionsspritzen zum Sterilfiltrieren Braun Melsungen AG, Melsungen
  
Migrations-Filter  
(5 µm pore polycarbon filter) 
NeuroProbe Inc., Gaithersburg, USA 
Reagenzgefäße (Microtube 1,5 ml) 
  
Sarstedt, Nürnbrecht 
Saugpumpe (Vacusafe comfort)   
  
Integra Bioscience AG, Zizers, 
Schweiz  
Zellkulturflaschen groß (Cellstar)  
  
Greiner Bio-One GmbH, 
Fickenhausen 
Zellkulturflaschen klein (25 cm² 
Wachstumsfläche)    
TPP, Schwerin 
Zellkulturschalen Nunc A/S, Roskilde, Dänemark 




Amino Acids  
(MEM Non Essential Amino Acids 100x) 
PAA Laboratories, Pasching, 
Österreich 
Aqua bidest (Ampuva® Spüllösung)  Fresenius Kabi, Bad Homburg 
Betaisodonalösung Mundipharma GmbH, Limburg (Lahn) 
Biocoll Lösung (Separating Solution)  Biochrom Ag, Berlin 
BSA (Albumin from Bovine Serum) Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 
EDTA Pulver  Sigma- Aldrich Chemie 





(Tetrasodium salt hydrate, practicalgrade, 
approx. 95 %)  
GmbH, Steinheim  
 
Glyceringelatine (Kaisers) Merck KGaA, Darmstadt 




PAA Laboratories, Pasching, 
Österreich 
Methanol (Emsure) Merck KGaA, Darmstadt 
Natriumchloridlösung (steril) Fresenius Kabi, Bad Homburg 
PBS (Dulbecco’s phosphatgepufferte 
Salzlösung) 
PAA Laboratories, Pasching, 
Österreich 
Penicillin/Streptomycin (10.000 µg/ml) PAA Laboratories, Pasching 
Österreich 
Poly I:C 
(Polyinosinic : polycytidylic Acid) 
Calbiochem EMD Chemicals, San 
Diego, USA 
Sodium-Pyruvat PAA Laboratories, Pasching, 
Österreich 
Trypanblau Biochrom AG, Berlin 
Trypsin PAA Laboratories, Pasching, 
Österreich 
Trypsin-EDTA PAA Laboratories, Pasching, 
Österreich 
 
3.1.5 Medium und Serum 
Medium/Serum Hersteller 
DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s 
Medium, High Glucose 4,5 g/l) 
PAA Laboratories, Pasching, 
Österreich 
FCS (auch BSF, Fetales Kälber Serum) Linaris GmbH, Wertheim-Bettingen 
Monozytenmedium (RPMI 1640 + 
1% Penicillin/Streptomycin + 10 % FCS) 
Siehe jeweilige Chemikalie 
Porcine Serum PAA Laboratories, Pasching, 
Österreich 
RPMI 1640 PAA Laboratories, Pasching, Österr. 






Antikörper Bezeichnung Hersteller 
CD14 MY4-FITC Beckman Coulter Inc., 
Brea, USA 




CD178/FasLigand – PE) 
SM2269RF Acris Antibodies GmbH, 
Herford 
CD163 (2A10) MCA2311PE AbD SeroTec, Oxford, GB 
-Negativkontrolle FasL 
und CD163 -  
Mouse IgG1Negative 
Control : R-PE  
MCA928PE AbD SeroTec, Oxford, GB 
 
3.2 Methoden 
In diesem Projekt wurde der Einfluss des Retinalen Pigmentepithels auf Migration 
und Phänotyp von Monozyten im Schwein untersucht. Im ersten Teil der Arbeit wurde 
zunächst eine Methode etabliert, mit der man Monozyten mit hohem Reinheitsgrad 
aus Schweineblut gewinnen kann. Im zweiten Teil der Arbeit wurden die Monozyten 
mit dem Überstand des Retinalen Pigmentepithels behandelt, welches zuvor aus 
Schweineaugen präpariert und mit unterschiedlichen Konzentrationen eines TLR-3-
Agonisten aktiviert wurde. Anschließend wurde das Migrationsverhalten der 
Monozyten mit einer Boyden-Kammer untersucht und die Expression zweier 
Oberflächenmoleküle mit Hilfe eines Durchflusszytometers gemessen. 
3.2.1 Prinzip der Durchflusszytometrie 
Mit Hilfe der Durchflusszytometrie können Zellen bezüglich ihrer Größe, Granularität 
und ihres Fluoreszenzverhaltens untersucht werden. Dafür passieren die Zellen in 
hoher Geschwindigkeit eine nach der anderen einen speziellen Kanal. In diesem 
Kanal treffen sie auf einen Laserstrahl. Die Emissionen, die sie dabei erzeugen, 
werden von einer optischen Einheit registriert. Die Lichtstreuung in Vorwärtsrichtung 
(Forward Scatter = FSC) gibt Aufschluss über die Größe bzw. das Volumen der 
Zelle. Die Lichtstreuung im rechten Winkel (Side Scatter = SSC) gibt Aufschluss über 





die Granularität der Zelle. Dadurch können einzelne Zellpopulationen gut 
voneinander abgegrenzt werden. Neben dieser Lichtstreuung werden durch den 
Laser auch Fluoreszenzen angeregt, die in unterschiedlichen Wellenlängenbereichen 
ermittelt werden. Daher kann eine vorherige Kopplung an fluoreszierende Antikörper 
genutzt werden, um z.B. bestimmte Oberflächenmarker wie CD14 auf den Zellen 
nachzuweisen. Optische Einheiten nehmen die Lichtimpulse wahr und leiten sie an 
einen Signalwandler weiter, welcher mit einem Computer verbunden ist (Rothe 
2007); (siehe Abbildung 3). Die Versuchsdurchführung wird im Kapitel 3.2.3 erläutert. 
 
Abbildung 3. Stark vereinfachte Darstellung der Durchflusszytometrie. Die Zellen treffen auf 
einen Laserstrahl. Die dabei entstehende Lichtstreuung in Vorwärtsrichtung (FSC = Forward 
Scatter) und Seitwärtsrichtung (SSC = Side Scatter) wird registriert. Außerdem können 
Fluoreszenzen unterschiedlicher Wellenlänge (FL1 – 3) erkannt werden. PC = Computer. 
3.2.2 Etablierung der Monozytenpräparation aus Schweineblut 
3.2.2.1 Herausforderungen bei der Etablierung 
Es gibt viele Veröffentlichungen über die Präparation von humanen Monozyten (Wahl 
et al. 2006); (Leb et al. 1983), aber man findet in der Literatur nur wenige Daten, wie 
man eine möglichst reine Monozytenkultur aus Schweineblut isolieren kann. Es ist 





nicht sicher, ob man die Methoden im Detail vom menschlichen Modell übernehmen 
kann. Außerdem werden bei humanen Monozyten häufig teure und sehr spezielle 
Verfahren wie magnetic antibody cell sorting (Carrillo et al. 1994) oder auch 
Elutriationszentrifugen (Malefyt et al. 1991) benötigt, welche für dieses Projekt jedoch 
nicht zur Verfügung standen. Daher musste zunächst ein zuverlässiges Verfahren 
zur Isolierung von Schweinemonozyten im Rahmen der vorhandenen Möglichkeiten 
etabliert werden. 
3.2.2.2 Dichtegradientenzentrifugation 
In vielen Veröffentlichungen werden die Blutzellen zunächst mit einer 
Dichtegradientenzentrifugation voneinander separiert. Dafür schichtet man Blut über 
eine Trennflüssigkeit wie z. B Biocoll. Durch eine Zentrifugation trennen sich die 
Zellen entlang des Dichtegradienten auf. So sammeln sich die peripheren 
mononukleären Zellen, die aus Monozyten und Lymphozyten bestehen, in einem 
Interphasenring und können separat entnommen werden (siehe Abbildung 4); 
(Methode im Detail siehe Kapitel 3.2.2.5). 
 
Abbildung 4. Prinzip der Dichtegradientenzentrifugation. Nach der Zentrifugation sammeln 
sich die peripheren mononukleären Zellen (Monozyten und Lymphozyten) in einem 
Interphasenring. 





3.2.2.3 Vorversuche zur Trennung von Monozyten und Lymphozyten 
Um eine möglichst reine Monozytenkultur herzustellen, musste zunächst ein Weg 
gefunden werden, um nach der Dichtegradientenzentrifugation die Monozyten von 
den Lymphozyten zu trennen. Die Lymphozyten setzen sich zusammen aus B-
Lymphozyten, T-Lymphozyten und Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen). Zunächst 
wurde gemessen, wie hoch der Anteil der Monozyten nach der 
Dichtegradientenzentrifugation ist, um einen Ausgangswert zu bekommen. Dazu 
wurde die Durchflusszytometerie genutzt (siehe Kapitel 3.2.1 und Kapitel 3.2.3). 
3.2.2.3.1 Variante A : Rosettierung mit Schafserythrozyten 
Zunächst wurde eine Rosettierung mit Schafserythrozyten versucht, durch die man 
die T-Lymphozyten und NK-Zellen binden und somit entfernen kann. Die T-
Lymphozyten und NK-Zellen exprimieren auf ihrer Oberfläche CD2, das mit CD58 auf 
Schafserythrozyten interagiert. So kommt es zu einer Bindung, bei der sich die T-
Lymphozyten und NK-Zellen wie Rosetten um die Schafserythrozyten lagern. Diese 
Rosetten haben eine relativ große Dichte, wodurch sie mittels einer erneuten 
Dichtegradientenzentrifugation von den verbleibenden Monozyten und B-
Lymphozyten getrennt werden konnten. Nutzt man bei diesem Prinzip 
Neuraminidase - behandelte Schafserythrozyten, kann die Interaktion der beiden 
Liganden erleichtert und so die Rosettenbildung noch verstärkt werden (Luttmann et 
al. 2014). Die verbliebenen Zellen wurden wieder im Durchflusszytometer gemessen.  
3.2.2.3.2 Variante B: Teflon-beschichtete Zellkulturschalen 
Im Weiteren wurde versucht die Monozyten von den Lymphozyten zu trennen, indem 
man sie für eine Stunde in Teflon-beschichteten Zellkulturschalen inkubierte. Diese 
Methode war bereits für humane Monozyten beschrieben (Shin 2000). Während der 
Inkubation der Zellen auf Teflon sollte es nur den Monozyten gelingen, am Teflon zu 
binden und alle weiteren Zellen sollten danach einfach abzuwaschen sein. Im 
weiteren Verlauf sollten die Monozyten dann durch eine Kältereaktion wieder vom 
Teflon gelöst werden können.  
3.2.2.3.3 Variante C: Serum-vorbehandelte Zellkulturschalen 
Bei dieser Variante wurde versucht die Monozyten von den Lymphozyten zu trennen, 
indem man das Gemisch für eine Stunde in Serum-vorbehandelten Zellkulturschalen 
inkubiert (nach Kumagai et al. 1979). Dabei sollten die Monozyten an den serum-





vorbehandelten Zellkulturschalen binden und die nicht adhärenten Zellen konnten 
abgewaschen werden. (Methode im Detail siehe Kapitel 3.2.2.5) 
3.2.2.3.4 Variante C*: Optimierung der Vorbehandlung 
Da Variante C die vielversprechendsten Ergebnisse lieferte, wurde sie in den 
Versuchen weiterverwendet und noch verbessert. Zunächst wurde versucht, die 
Vorbehandlung der Zellkulturflaschen zu optimieren. Die Flaschen wurden vor der 
Verwendung mit Porcine Serum für eine Stunde inkubiert. Danach musste das 
Porcine Serum entfernt werden und die Flasche wurde mit PBS gereinigt. Wenn für 
diese Reinigung das PBS nur sehr kurz in der Flasche verblieben ist, konnte die 
Reinheit weiter gesteigert werden. 
3.2.2.3.5 Variante C**: Verbesserung des Waschvorgangs 
Im Weiteren wurde das Abwaschen der Lymphozyten verbessert. Nachdem die 
Zellen im Brutschrank in den serum-beschichteten Zellkulturschalen inkubiert 
wurden, mussten die nicht adhärenten Lymphozyten abgespült werden. Indem wir 
die Spülvorgänge dafür optimierten, konnten wir die Reinheit nochmals verbessern. 
Zu dieser Optimierung zählte, dass mindestens 4 Mal gespült wurde, dass mit 
warmem Medium gespült wurde, dass während des Spülvorgangs seitlich geklopft 
wurde und dass am Ende mikroskopisch beurteilt wurde, ob sich noch weitere Zellen 
lösen und bei Bedarf die Spülung weiter fortgeführt wurde (Methode im Detail siehe 
Kapitel 3.2.2.5). 
Während der Etablierungsversuche sind außerdem noch einige Details aufgefallen, 
die wesentlich zur guten Reinheit und zum ausreichenden Ertrag beigetragen haben. 
Zum einen ist die anfängliche Antikoagulation des Schweineblutes mit EDTA sehr 
wichtig. Im Vergleich zu Citrat und Heparin konnten mit EDTA die besten Ergebnisse 
erzielt werden. Außerdem sollte das Blut möglichst frisch und natürlich nur von einem 
Tier sein. Wenn das Blut innerhalb der ersten zwei Stunden nach der Gewinnung 
weiterverarbeitet wurde, konnten die besten Ergebnisse erzielt werden. Eine weitere 
wichtige Erkenntnis war, dass man das Material stets kühlen sollte, wenn eine 
Bindung der Monozyten unerwünscht war. So konnte der Ertrag deutlich gesteigert 
werden. 





3.2.2.4 Vorversuche zur Monozytenablösung 
Eine weitere Herausforderung stellte die erneute Ablösung der Monozyten von den 
Zellkulturflaschen dar. Diese war für die Bestimmung der Reinheit und für die 
weiteren Versuche allerdings erforderlich. 
Dafür wurden mehrere Verfahren zum Ablösen der Zellen ausprobiert. Eine Ablösung 
mit EDTA, Trypsin EDTA oder einem Zellschaber verursachte eine zu geringe 
Vitalität der Zellen, weshalb diese Verfahren ausgeschlossen wurden. 
Im Weiteren wurde die Ablösung der Monozyten mit Kälte versucht (Nielsen 1987); 
(Leb et al. 1983). Indem man sie eine Stunde auf Eis lagerte, konnten die Monozyten 
gelöst werden und zeigten bezüglich der Vitalität gute Ergebnisse. Allerdings konnten 
nach der Ablösung immer noch sehr viele Monozyten in der Zellkulturflasche mittels 
Mikroskop gesehen werden, weshalb die Methode noch optimiert wurde. Zum einen 
wurde die Kühlung intensiviert, indem die Flaschen auch von oben mit Eis bedeckt 
wurden und zum anderen konnte die Ablösung durch starkes Klopfen auf einen 
harten Untergrund deutlich verbessert werden. 
3.2.2.5 Detaillierte Darstellung der etablierten Monozytenpräparation 
Es wurden 150 - 200 ml Blut direkt nach der Schlachtung eines Schweins in einer 
EDTA-Lösung aus 0,4 g EDTA Pulver und 40 ml PBS (phosphatgepufferte 
Salzlösung) aufgefangen und kurz geschwenkt. Anschließend wurde das Blut 
innerhalb der nächsten 2 Stunden weiterverarbeitet, dazu wurde unter möglichst 
keimfreien Bedingungen unter einer Zellkulturwerkbank gearbeitet. Das Blut wurde 
zunächst  1 zu 1 mit PBS verdünnt. Je 30 ml von dem entstandenen Gemisch 
wurden in 50 ml-Falkons über je 20 ml Biocoll geschichtet. Dabei wurde sehr darauf 
geachtet, dass sich die beiden Phasen nicht vermischten. Anschließend wurden die 
Falkons mit 600 g für 20 min ohne Bremse zentrifugiert, sodass sich die peripheren 
mononukleären Zellen in einem Interphasenring sammelten (nach Böyum 1968, mit 
Abwandlungen). Durch leichtes und langsames Schwenken konnten die 
festsitzenden Bereiche des Interphasenringes von der Falkonwand gelöst werden. 
Nun wurde der gesamte Interphasenring abpipettiert und in kaltem (ca. 5 °C) 
Monozytenmedium aufgefangen. Die gewonnenen Zellen wurden nun gereinigt, 
indem sie dreifach in kaltem (ca. 5 °C) PBS bei 200 g zentrifugiert wurden, zunächst 
einmal für 10 min und dann zweimal für je 5 min. Zwischen den einzelnen 





Zentrifugationen wurde jeweils der Überstand komplett abgesaugt und danach 
wurden die Zellen wieder in neuem kalten PBS resuspendiert. Nach dieser Reinigung 
wurde der Überstand komplett abgesaugt und die Zellen in 60 ml 21 °C warmem 
Monozytenmedium mit 0,1% BSA (Bovines Serum Albumin) resuspendiert und dann 
direkt auf 4 speziell vorbereitete Cellstar-Zellkulturflaschen aufgeteilt. Für die 
Vorbereitung mussten diese Zellkulturflaschen vorher mindestens  eine Stunde mit je 
10 ml Porcine Serum im Brutschrank bei 37 °C stehen. Danach wurde das Porcine 
Serum entfernt und die Flaschen einmal nur ganz kurz und vorsichtig mit PBS 
gespült. Dann wurden sie zeitnah, wie oben beschrieben, mit den Zellen befüllt. 
Diese Vorbereitung ermöglichte den Monozyten eine schnelle und feste Bindung an 
die Zellkulturflaschen (nach Kumagai et al. 1979, mit Abwandlungen). Anschließend 
wurden die mit den Zellen befüllten Flaschen für eine Stunde bei  37 °C in den 
Brutschrank gestellt. Danach wurden die Flaschen gut geschwenkt und das Medium 
abgesaugt und verworfen. Erneut wurde je 10 ml warmes (ca. 37 °C) 
Monozytenmedium in die Zellkulturflaschen gefüllt. Im Anschluss wurden die 
Flaschen wieder gut geschwenkt und mit der Seite gegen einen festen Gegenstand 
geklopft (nach Freundlich & Avdalovic 1983, mit Abwandlungen), um danach das 
Medium wieder abzusaugen und zu verwerfen. Dieser Waschvorgang wurde 
mindestens 4 Mal wiederholt. So lösten sich die nicht festsitzenden Zellen und nur 
die am Boden haftenden Monozyten verblieben in der Zellkulturflasche. Nach dem 
letzten Waschgang wurde unter dem Mikroskop beurteilt, ob sich beim Schwenken 
noch weitere Zellen lösten. Wenn dies der Fall war, wurde der Waschgang noch ein 
weiteres Mal wiederholt. Die so gewonnene Monozytenkultur wurde mit je 15 ml 
Monozytenmedium bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.  
Nach 20 bis 24 Stunden mussten die Monozyten zur Bestimmung der Reinheit und 
Zellzahl vom Boden der Zellkulturflaschen gelöst werden. Dies gelang, indem die 
Zellkulturflaschen aus dem Brutschrank genommen und eine Stunde auf Eis gelagert 
wurden. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Flaschen auch von oben gut mit Eis 
bedeckt waren und der Deckel fest verschlossen war. Durch die Kälte konnten sich 
die Monozyten vom Boden der Zellkulturflasche lösen (Nielsen 1987); (Leb et al. 
1983). Um diesen Vorgang noch zu unterstützen, wurden die Flaschen, nachdem sie 
aus dem Eis kamen, mit der Unterseite fest auf eine Arbeitsplatte geklopft. 
Anschließend wurde mittels einer elektrischen Pipettierhilfe der Inhalt der 





Zellkulturflaschen einige Male über den Boden gespült, um auch die letzten Zellen zu 
lösen. Das Medium mit den nun gelösten Monozyten wurde in vorgekühlten 15 ml-
Falkons gesammelt, um anschließend für 8 min bei 200 g zentrifugiert zu werden. 
Der Überstand konnte nun abgesaugt werden und die Monozyten wurden in der 
gewünschten Menge PBS resuspendiert. Um eine unerwünschte Bindung der 
Monozyten an die Falkonwand zu verhindern, wurde darauf geachtet, dass die 
Falkons mit den Monozyten stets kühl blieben.  
3.2.2.6 Bestimmung der Zellzahl und Vitalität 
Mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer wurde die Zellzahl bestimmt und durch eine 
Färbung mit Trypanblau die Vitalität der Zellen sichergestellt. Zum weiteren 
Nachweis der Vitalität, wurden einige Monozyten wieder in Zellkulturflaschen 
ausgesetzt und für mehrere Tage mit Monozytenmedium bei 37 °C im Brutschrank 
inkubiert, wobei das Medium alle 2 Tage gewechselt wurde. Mit Hilfe einer 
Mikroskopkamera konnte so die weitere Entwicklung dokumentiert werden (siehe 
Ergebnisse Kapitel 4.1.3). 
3.2.3 Bestimmung der Monozytenreinheit 
Zur Bestimmung der Monozytenreinheit wurde mittels Durchflusszytometrie das 
Vorhandensein von CD14 auf der Zelloberfläche ermittelt. Dazu wurden in 2 
Reagenzgefäßen je 2 x 10^5 Zellen in 100 µl PBS + 1 % BSA gelöst. In das eine 
Reagenzgefäß wurden 10 µl des CD14 Antikörpers MY4-FITC (Ziegler-Heitbrock et 
al. 1994) gegeben und in das andere Reagenzgefäß als Negativkontrolle 10 µl eines 
Antikörpers des gleichen Isotyps MsIgG2b-FITC. Nachdem alles gut gemischt wurde, 
verblieben die Gefäße für 30 min bei Raumtemperatur und Dunkelheit in Ruhe. 
Anschließend wurde je 1 ml PBS + 1 % BSA dazu geben und die Zellen mit einer 
Zentrifuge für einige Sekunden runterzentrifugiert. Nachdem der Überstand vorsichtig 
abgesaugt wurde, wurden die Zellen erneut in 400 µl PBS + 1 % BSA gelöst. Diese 
Lösung wurde anschließend im Durchflusszytometer Cytomics FC 500 gemessen 
und der prozentuale Anteil CD14-positiver Zellen ermittelt. Dieser wurde mit der 
Monozytenreinheit gleichgesetzt. 
 





3.2.4 Präparation der Zellen des Retinalen Pigmentepithels 
Die Präparation des Retinalen Pigmentepithels wurde nach einer bereits bekannten 
und bewährten Methode durchgeführt (Klettner & Roider 2008); (Wiencke et al. 
2003). Dazu wurden die Augen von frisch geschlachteten Schweinen verwendet und 
zunächst von Geweberesten und Muskeln befreit. Anschließend wurden sie für 3 min 
in einer Betaisodonalösung desinfiziert und danach in sterile Natriumchloridlösung 
gelegt. Der vordere Augenabschnitt wurde mit samt der Linse und des Glaskörpers 
entfernt. In den hinteren Augenabschnitt wurde warme PBS-Lösung gegeben und die 
Retina vorsichtig abpräpariert und verworfen. Jeder Augenbecher wurde nun für 5 
min bei 37°C mit Trypsin inkubiert. Im nächsten Schritt wurde das Trypsin wieder 
entnommen und die Augenbecher wurden für 45 min bei 37 °C mit Trypsin-EDTA 
inkubiert, um die Zellen zu lösen. Anschließend wurden die Zellen vorsichtig von der 
Choroidea pipettiert und in einem Zellkulturmedium gesammelt. Dieses 
Zellkulturmedium setzte sich zusammen aus Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
(DMEM), 25 mM 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperatinyl]-ethansulfonat (HEPES), 1 % 
Penicillin/Streptomycin, 110 mg/ml Sodium Pyruvat und 10 % fötalem Kälberserum 
(fetal calf serum (FCS)). Anschließend folgten noch zwei Waschvorgänge. Dazu 
wurden die Zellen zwei Mal in ihrem Zellkulturmedium für 5 min bei 900 U/min 
zentrifugiert und anschließend in frischem Medium resuspendiert. Im letzten Schritt 
wurden die Zellen nun mit ihrem Zellkulturmedium in 60 mm Zellkulturschalen 
gegeben und bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank kultiviert. 
Bei den kultivierten RPE-Zellen wurde zwei Mal pro Woche das Medium erneuert und 
regelmäßig die Morphologie im Lichtmikroskop beobachtet. Bei erfolgreichem 
Wachstum konnten die Zellen weiter vermehrt werden. Dazu wurde zunächst das 
Zellkulturmedium abgenommen und die Zellen einmal mit warmer PBS-Lösung 
gespült. Im nächsten Schritt wurden die Zellen für 5 min bei 37 °C mit Trypsin-EDTA 
inkubiert, um sie zu lösen. Nachdem das Trypsin-EDTA entnommen wurde, konnte 
man die Zellen vorsichtig mit einem Zellschaber von den Zellkulturschalen lösen. 
Anschließend wurden die Zellen in PBS gewaschen, indem sie für 5 min bei 900 
U/min zentrifugiert wurden. Im letzten Schritt wurden die RPE-Zellen in frischem 
Medium resuspendiert und in neue Zellkulturschalen ausgesetzt. 





In diesem Projekt wurden für die Versuche RPE-Zellen der zweiten Passage 
verwendet. Diese Zellen zeigten die typische Pflasterstein-Morphologie und waren 
teilweise pigmentiert (siehe Abbildung 5). 
  
Abbildung 5. RPE-Zellen der zweiten Passage. Das Bild zeigt die typische pflastersteinartige 
Morphologie der Zellen. Eine Pigmentierung ist deutlich zu erkennen. Das Bild wurde mit 100 
facher Vergrößerung durch ein Lichtmikroskop gemacht. 
3.2.5 Aktivierung der RPE-Zellen durch Stimulation des TLR-3 
Zur Herstellung der Stimulationslösung wurden RPE-Zellen der zweiten Passage für 
24 h mit einem Versuchsmedium aus DMEM + 5 % Amino Acids + 5 % 
Penicillin/Streptomycin und Poly I:C (polyinosinic : polycytidylic acid) in 
unterschiedlichen Konzentrationen von 0 µg/ml, 1 µg/ml und 10 µg/ml bei 37 °C 
inkubiert. Als Negativkontrolle wurde das Versuchsmedium mit der entsprechenden 
Poly I:C-Konzentration zu gleichen Bedingungen inkubiert. Nach 24 h wurde das 
Medium abgenommen, steril filtriert und als Stimulationslösung weiter verwendet. Im 
Vorfeld wurde gezeigt, dass TLR3 auf RPE-Zellen des Schweins exprimiert wird und 
dass Poly I:C über den TLR3 eine Zytokinproduktion in den RPE-Zellen hervorruft 
(Klettner et al. 2013). 
3.2.6 Untersuchung der Monozytenmigration mittels Boyden-Kammer 
Zunächst wurde der untere Teil einer 48-Well-Migrationskammer (siehe Abbildung 6), 
auch Boyden-Kammer genannt, mit den vorher gewonnen Stimulanzien der 





aktivierten RPE-Zellen (siehe Kapitel 3.2.5) bestückt. Dazu wurden pro Well 28,5 µl 
der jeweiligen Stimulationslösung blasenfrei pipettiert. Es wurden mit jeder 
Stimulationslösung je 6 Wells bestückt, um später einen Mittelwert aus diesen 6 
Werten zu bilden (siehe Abbildung 7). 
 
Abbildung 6. 48- Well- Migrationskammer von NeuroProbe. 
Abbildung 7. Versuchsaufbau Migrationskammer. Es wurden mit der jeweiligen 
Stimulationslösung je 6 Wells befüllt. Die eine Seite wurde mit den Stimulationslösungen der 
RPE-Zellen und die andere Seite mit den jeweiligen Negativkontrollen (Versuchsmedium + 
Poly I:C) befüllt. RPE Kontrolle = Überstand von RPE-Zellen, die nicht mit Poly I:C behandelt 
wurden. Kontrolle = reines Versuchsmedium. 





Anschließend setzte man den Polycarbonat-Filter mit einer Porengröße von 5 µm 
vorsichtig auf die Stimulanzien und baute die Kammer vollständig zusammen. In alle 
oberen Wells wurden nun je 50 µl einer Monozytenlösung mit  2,5 Mio Monozyten/ml 
in einem Medium aus DMEM + 5 % Amino Acids + 5 % Penicillin/Streptomycin 
blasenfrei pipettiert. Dabei wurde sehr darauf geachtet, dass der Filter weder berührt 
noch durchstoßen wurde. Anschließend wurde die Kammer bei 37 °C für 20 h im 
Brutschrank inkubiert. Danach wurde die Kammer wieder geöffnet und der Filter 
vorsichtig entnommen. Im Folgenden wurden dann die migrierten Monozyten, die auf 
der Unterseite des Filters gebunden hatten, dargestellt. Abbildung 8 zeigt 
schematisch den  Migrationsversuch. 






Abbildung 8. Vereinfachte Darstellung des Migrationsversuchs.  





Um nur die Monozyten auf der Unterseite des Filters darstellen zu können, mussten 
die nicht migrierten Monozyten auf der Oberseite des Filters entfernt werden. Dazu 
wurde dieser mit der betroffenen Seite dreifach über einen speziellen Zellschaber 
gezogen und zwischendurch mit PBS benetzt. Anschließend wurden die migrierten 
Monozyten auf der Unterseite fixiert und gefärbt, indem der Filter zunächst für 10 min 
in Methanol und anschließend für 15 min in Hämalaunlösung eingetaucht wurde. 
Danach wurde er in Aqua dest. gespült und getrocknet. Der Filter wurde auf einen 
Objektträger gelegt und mit Hilfe von Glyceringelatine eingedeckelt. Anschließend 
wurde der Objektträger eingescannt und mit Hilfe des graphischen Programmes 
PCBAS2.0 die optische Dichte der einzelnen Migrationsbereiche bestimmt und 
miteinander verglichen. Dafür wurde für jedes Well die optische Dichte pro Fläche 
gemessen (W1 – W6). Um die teilweise unterschiedlich starke Grundfärbung des 
Filters insgesamt zu berücksichtigen, wurde jeweils die optische Dichte auch in 
einem Bereich des Hintergrunds H neben den Wells bestimmt und dann von den 
Werten der Wells subtrahiert (z.B. W1 – H = W1*). Von den 6 Bereichen derselben 
Konzentration wurde der Mittelwert gebildet (x̅(W1*-W6*)); (siehe Abbildung 9). 
 
Abbildung 9. Auswertungsbeispiel und Rechenformel zum Migrationsversuch. Es wurde 
jeweils die optische Dichte pro Fläche gemessen. Um die unterschiedlich starke 
Grundfärbung des Filters zu berücksichtigen, wurde die optische Dichte vom Hintergrund H 
von den Werten der einzelnen Wells W1 – W6 subtrahiert. Anschließend wurde der 
Mittelwert x̅ aus den korrigierten Werten W1* - W6* ermittelt.  





3.2.7 Behandlung der Monozyten mit den Stimulanzien und anschließende 
Bestimmung von Oberflächenmolekülen mittels Durchflusszytometrie 
Zur Bestimmung der Oberflächenmoleküle wurden die Monozyten zunächst in 
kleinen Zellkulturflaschen mit mind. 1 Mio Zellen pro Flasche und 5 ml 
Monozytenmedium für 24 h inkubiert. So konnten die Monozyten am Boden der 
Flasche binden. Anschließend wurde das Monozytenmedium abgesaugt und die 
zuvor gewonnene Stimulationslösung der RPE-Zellen (siehe Kapitel 3.2.5) auf die 
Monozyten gegeben (siehe Tabelle 1). So wurden die Zellen für 4 Tage inkubiert. 
MonozytenZellkulturflasche Hinzugefügte Stimulationslösung aus 
Nr. 1 RPE-Überstand, unstimuliert 
Nr. 2 Negativkontrolle: reines Versuchsmedium 
Nr. 3 RPE-Überstand mit 1 µg Poly I:C 
Nr. 4 Negativkontrolle: Versuchsmedium mit 1 µg Poly I:C 
Nr. 5 RPE-Überstand mit 10 µg Poly I:C 
Nr. 6 Negativkontrolle: Versuchsmedium mit 10 µg Poly I:C 
Tabelle 1. Versuchsaufbau Monozytenkultivierung mit unterschiedlichen 
Stimulationslösungen. 
Anschließend mussten die Monozyten erneut vom Boden der Zellkulturflaschen 
gelöst werden. Dazu wurden sie direkt aus dem Brutschrank 1 h auf Eis gelagert. 
Dabei wurde darauf geachtet, dass die Flaschen auch von oben gut mit Eis bedeckt 
waren und der Deckel fest verschlossen war. Nachdem die Flaschen aus dem Eis 
kamen, wurden sie mit der Unterseite fest auf eine Arbeitsplatte geklopft. 
Anschließend wurde mittels einer elektrischen Pipettierhilfe der Inhalt der 
Zellkulturflaschen einige Male über den Boden gespült, um alle Zellen zu lösen. Das 
Medium mit den nun gelösten Monozyten wurde in vorgekühlten 15 ml-Falkons 
gesammelt und anschließend für 8 min bei 200 g zentrifugiert. Der Überstand konnte 
anschließend abgesaugt werden und die Monozyten wurden in Reagenzgefäßen mit 
je 100 µl PBS + 1% BSA verteilt.  
Zur Bestimmung der Oberflächenmoleküle FasL und CD163 (2A10) wurden die 
Monozyten mit den entsprechenden Antikörpern oder Isotypkontrollen gefärbt (siehe 
Tabelle 2). 
 





Antikörper Passende Isotyp(Negativ)kontrolle 
Fas Ligand – PE (IgG1) Mouse IgG1Negative Control – R-PE 
CD163(2A10) – PE (IgG1)  Mouse IgG1Negative Control – R-PE 
Tabelle 2. Verwendete Antikörper mit dazu passender Isotypkontrolle. 
Nachdem die Monozyten mit den Antikörpern gut gemischt wurden, verblieben die 
Gefäße für 30 min bei Raumtemperatur und Dunkelheit in Ruhe. Anschließend wurde 
je 1 ml PBS + 1 % BSA dazu geben und die Zellen mit einer Zentrifuge für einige 
Sekunden abzentrifugiert. Nachdem der Überstand vorsichtig abgesaugt wurde, 
wurden die Zellen erneut in 400 µl PBS + 1 % BSA gelöst. Diese Lösung wurde 
anschließend im Durchflusszytometer Cytomics FC 500 gemessen (siehe Kapitel 
3.2.1). 
3.2.8 Statistische Auswertung der gemessenen Daten 
Zur Etablierung des Verfahrens der  Monozytenisolierung wurde dieses Verfahren 
insgesamt 33 Mal durchgeführt, um die durchschnittliche Reinheit der Monozyten zu 
berechnen. Die in den Experimenten aktivierten Monozyten, deren 
Migrationsverhalten und Phänotyp gemessen wurde, entsprachen alle einer 
ähnlichen Reinheit. Alle Versuche wurden drei bis fünf Mal wiederholt. Die 
Signifikanz wurde mit dem T-Test für unabhängige Stichproben erhoben. Ein P-Wert 
von 0,05 oder weniger wurde für das Signifikanzniveau festgelegt. Die statistische 
Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel. In den dargestellten Graphen sind 
Mittelwerte und Standardabweichungen angezeigt. 







4.1.1 Ergebnisse der Vorversuche zur Monozytenpräparation 
4.1.1.1 Vorversuche zur Monozytenisolierung 
Das Gemisch aus Monozyten und Lymphozyten nach der 
Dichtegradientenzentrifugation (Ausgangswert) zeigte einen Monozytenanteil (CD14-
positive Zellen) von unter 35 % im Durchflusszytometer. In der Variante A wurden die 
T-Lymphozyten und NK-Zellen mittels einer Rosettierung mit Schafserythrozyten 
entfernt. Die verbliebenen Zellen wurden im Durchflusszytometer gemessen. Dabei 
konnte man noch wie erwartet zwei unterschiedliche Zellpopulationen erkennen. Der 
Anteil der CD14-positiven Monozyten lag unter 45 % und war damit noch nicht 
zufriedenstellend. Variante B stellte die Inkubation in Teflonschalen dar. Mit dieser 
Methode konnte bei unseren Schweinemonozyten nur eine Reinheit von unter 50 % 
erzielt werden, wobei der Ertrag der Zellen sehr gering war. Unter dem 
Lichtmikroskop konnte beobachtet werden, dass die Monozyten nur in geringer Zahl 
am Teflon gebunden hatten. Daher wurde auch diese Methode nicht weiter verfolgt. 
Mit Variante C, die die Inkubation in serum-behandelten Schalen beinhaltete, wurde 
anfangs eine Monozytenreinheit von knapp unter 70 % erzielt. Da dies die besten 
Ergebnisse bisher waren, wurde diese Methode weiter verwendet und modifiziert. In 
Variante C* wurde die Serumvorbehandlung optimiert und es wurden 
Monozytenreinheiten zwischen 70 und 80 % erzielt. Mit Variante C** konnten durch 
Optimierung der Lymphozytenabspülung Monozytenreinheiten von über 86 % 













Variante Methode Monozytenreinheit in % 
Ausgangs- 
wert 
Dichtegradientenzentrifugation < 35 
A Dichtegradientenzentrifugation und 




B Dichtegradientenzentrifugation und  
Inkubation für 1 h in Teflonschalen bei 37 
°C 
< 50 
C Dichtegradientenzentrifugation und 
Inkubation für 1 h in serum-behandelten 
Schalen bei 37 °C 
< 70 
C* Wie C, mit sehr kurzem und vorsichtigem 
Spülen mit PBS nach der 
Serumvorbehandlung der Schalen 
70 - 80 
C** Wie C*, mit Begutachtung unterm 
Mikroskop und anschließend evtl. weiterem 
Abspülen der Lymphozyten 
> 86 
Tabelle 3. Vorversuche zur Monozytenisolierung. Die Tabelle fasst die unterschiedlichen 
Methoden zusammen, mit denen versucht wurde, Monozyten aus Schweineblut zu isolieren. 
Die Spalte Monozytenreinheit in % gibt den prozentualen Anteil der Zellen wieder, die im 
Durchflusszytometer eine CD14 Expression zeigten. 
 
4.1.1.2 Vorversuche zur Monozytenablösung 
Für die Loslösung der Monozyten von der Zellkulturflasche wurden mehrere 
Verfahren getestet. Eine Ablösung mit EDTA, Trypsin EDTA oder einem Zellschaber 
verursachte eine zu geringe Vitalität der Zellen, weshalb diese Verfahren 
ausgeschlossen wurden. 
Mittels einer Lagerung für eine Stunde auf Eis konnten viele Monozyten gelöst 
werden, ohne dabei abzusterben. Wurde diese Kühlung noch intensiviert und die 
Ablösung durch starkes Klopfen auf einen harten Untergrund unterstützt, konnte der 





größte Teil der Zellen gelöst werden und zeigte bezüglich der Vitalität gute 
Ergebnisse. 
Ablösung durch Probleme 
Trypsin EDTA Vitalität ↓ 
EDTA Zu geringe Ablösung, Vitalität ↓ 
Zellschaber Vitalität ↓ 
Lagerung für 1 h auf Eis  Zu geringe Ablösung 
Lagerung für 1 h auf Eis + Klopfen -  
Tabelle 4. Vorversuche zur Monozytenablösung. Die Tabelle zeigt zusammenfassend 
welche Methoden zur Ablösung der Monozyten aus den Zellkulturflaschen getestet wurden 
und die jeweiligen Probleme der Methode. Die Lagerung der Monozyten für eine Stunde auf 



















4.1.2 Monozytenreinheit und Zellzahl mit etablierter Methode 
Die Monozytenreinheit wurde durch die Bestimmung von CD14 auf der 
Zelloberfläche der präparierten Zellen ermittelt. Es wurde eine mittlere Reinheit von 
92,63 ± 3,06 % in 33 Präparationen erzielt. Abbildung 10 zeigt ein stellvertretendes 
Beispiel. Aus 125 ml Schweineblut konnten im Mittel 15 ± 5,79 Mio Zellen gewonnen 
werden. Die etablierte Methode eignete sich daher sehr gut, um eine 
Monozytenkultur herzustellen. 
 
Abbildung 10. CD14 Expression. Frisch präparierte Monozyten wurden mittels 
Durchflusszytometrie auf ihre CD14 Expression untersucht. Die Abbildung zeigt ein 
stellvertretendes Beispiel. Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit einer IgG2b-
Isotypkontrolle gemessen. Die X-Achse gibt hier die logarithmisch dargestellte 
Fluoreszenzintensität wieder, die Y-Achse zeigt die Zellzahl. Der Balken T gibt den Anteil 
positiver Zellen wieder. Aus der Publikation (Hettich et al. 2014). 
 






Die Vitalität der isolierten Monozyten wurde mittels einer Färbung mit Trypanblau 
gemessen und lag stets bei über 95 %. Eine gute Weiterentwicklung der Monozyten 
konnte mit Hilfe eines Lichtmikroskops beobachtet werden (siehe Abbildung 11). 
 
Abbildung 11. Kultivierte Monozyten an A Tag 1, B Tag 3 und C Tag 8. Die Fotos wurden 
durch ein Lichtmikroskop mit 100 facher Vergrößerung gemacht und dokumentieren die 
Weiterentwicklung der Monozyten. Die Zellen werden größer und bilden weite und flache 
Zellausläufer, wie man sie von Makrophagen oder dendritischen Zellen kennt. Man kann 
daraus auf eine gute Weiterentwicklung und Vitalität der Zellen schließen. Aus der 















4.2 CD163 Expression 
Auf frisch isolierten Monozyten konnte eine Expression von CD163 zwischen 20 und 
50 % gemessen werden (Daten sind nicht in der Graphik enthalten). Alle Zellen 
zeigten nach den 4-tägigen Versuchen eine Steigerung der Expression von CD163. 
Diese war allerdings weitestgehend unabhängig von einer vorherigen Stimulation mit 
RPE-Überständen (siehe Abbildung 12). Da es sich bei CD163 um einen Marker 
handelt, der in hohem Maße auf Schweinemakrophagen exprimiert wird, kann man 
davon ausgehen, dass sich während der Versuche die Monozyten zu Makrophagen 
weiterentwickelt haben. 
  
Abbildung 12. Ergebnisse CD163 Expression. Monozyten wurden mit den Überständen von 
RPE-Zellen, die zuvor mit 1 µg, 10 µg oder ohne Poly I:C inkubiert wurden, behandelt (ohne 
Poly I:C = Kontrolle). Die CD163 Expression wurde mittels Durchflusszytometrie gemessen. 
Als Negativkontrolle wurden die Monozyten mit dem Versuchsmedium behandelt, das 
dieselbe Menge Poly I:C enthielt, aber nicht mit RPE-Zellen inkubiert wurde (schwarze 
Balken). Alle Zellen zeigten zu Versuchsende eine gesteigerte Expression von CD163. Diese 
war weitestgehend unabhängig von einer vorherigen Behandlung mit RPE-Überständen. 
 
 






Monozyten, die mit RPE-Überständen behandelt wurden, zeigten ein gesteigertes 
Migrationsverhalten. Dieses gesteigerte Migrationsverhalten wurde dann signifikant, 
wenn die RPE-Zellen mit einer Konzentration von 1 µg/ml Poly I:C behandelt wurden. 
Das Migrationsverhalten der Monozyten, die mit der Kontrolle behandelt wurden, 
wurde als 100 % festgesetzt (siehe Abbildung 13). 
 
Abbildung 13. Migrationsergebnisse. Monozyten wurden von den Überständen von RPE-
Zellen, die zuvor mit 1 µg, 10 µg oder ohne Poly I:C inkubiert wurden, angelockt (ohne Poly 
I:C = Kontrolle). Die Monozytenmigration wurde mit Hilfe einer Boyden-Kammer untersucht. 
Als Negativkontrolle diente ein Medium, das dieselbe Menge Poly I:C enthielt, aber nicht mit 
RPE-Zellen inkubiert wurde (schwarze Balken). Das Migrationsverhalten der Monozyten, die 
mit der Kontrolle ohne RPE-Zellen behandelt wurden, wurde als 100 % festgesetzt. Die 
Monozyten zeigen ein signifikant gesteigertes Migrationsverhalten, wenn sie von 
Überständen von RPE-Zellen angelockt werden, die zuvor mit 1 µg Poly I:C stimuliert 









4.4 Fas Ligand Expression 
Makrophagen, die zuvor mit Überständen von RPE-Zellen behandelt wurden, zeigten 
eine signifikant erhöhte Expression des Fas Liganden auf der Zelloberfläche. Diese 
erhöhte Expression war allerdings unabhängig von einer vorherigen Behandlung der 
RPE-Zellen mit Poly I:C (siehe Abbildung 14). Auf Monozyten, die frisch aus 
Schweinblut isoliert wurden, konnte keine Fas Liganden Expression  nachgewiesen 
werden (<1%; Daten sind nicht in der Graphik enthalten). 
 
Abbildung 14. Ergebnisse Fas Ligand Expression. Monozyten wurden mit den Überständen 
von RPE-Zellen, die zuvor mit 1 µg, 10 µg oder ohne Poly I:C inkubiert wurden, behandelt 
(ohne Poly I:C = Kontrolle). Die Fas Liganden Expression wurde mittels Durchflusszytometrie 
gemessen. Als Negativkontrolle wurden die Monozyten mit dem Versuchsmedium behandelt, 
das dieselbe Menge Poly I:C enthielt (schwarze Balken). Die Makrophagen zeigten eine 
signifikant erhöhte Expression des Fas Liganden, wenn sie mit Überständen von RPE-Zellen 
behandelt wurden. Diese Steigerung war allerdings unabhängig von einer vorherigen 
Stimulation der RPE-Zellen mit Poly I:C. Aus der Publikation (Hettich et al. 2014). 
 
 






In dieser Arbeit wurde zunächst eine Methode zur Isolierung von Monozyten aus 
Schweineblut etabliert, um dann den Einfluss von RPE-Zellen mit und ohne eine 
TLR3-Aktivierung auf den Phänotyp und die Migrationseigenschaften von Monozyten 
zu untersuchen. Das Ziel war, neue Erkenntnisse über die Pathophysiologie der 
Altersabhängigen Makuladegeneration aufzuzeigen. TLR3 ist ein Rezeptor, der in 
der Lage ist, virale Infektionen zu erkennen, aber auch an RNA von nekrotischen 
Zellen bindet und somit bei Gewebsdegeneration, wie zu Beginn der AMD, aktiviert 
wird (Matsumoto et al. 2002); (Kleinman et al. 2012). 
In den Experimenten wurde mit Zellen des Schweins gearbeitet, da einerseits 
primäre humane RPE-Zellen für Forschungszwecke kaum zur Verfügung stehen und 
andererseits die anatomischen und physiologischen Bedingungen im Auge bei 
Schwein und Mensch sehr ähnlich sind. Außerdem hatte die Arbeit mit dem Schwein 
als Versuchsmodell einen entscheidenden ethischen Vorteil, da die benötigten 
Materialien wie Blut und Augen bei einer Schlachtung als Abfallprodukte anfallen und 
keine Tierversuche nötig waren. 
Dafür musste zunächst eine Methode entwickelt werden, mit Hilfe derer man 
Monozyten in hoher Reinheit und gutem Ertrag aus Schweineblut gewinnen konnte. 
Mit einer Kombination von verschiedenen modifizierten Verfahren, die zuvor für 
humane Monozyten verwendet wurden, konnte eine sehr zuverlässige und 
kosteneffektive Methode entwickelt werden. Dazu wurde zunächst eine initiale 
Dichtegradientenzentrifugation (Böyum 1968) durchgeführt, durch die man die 
Monozyten und Lymphozyten aus dem Vollblut des Schweins gewinnen konnte. 
Anschließend wurden diese Zellen in Serum-vorbehandelten Zellkulturflaschen 
inkubiert (Kumagai et al. 1979), sodass es nur den Monozyten gelang, eine feste 
Bindung einzugehen und die Lymphozyten konnten durch Spülvorgänge und 
bestimmtes Klopfen (Freundlich & Avdalovic 1983) gelöst und entfernt werden. Eine 
entscheidende Rolle für den Erfolg der Monozytenisolation spielte die initiale 
Antikoagulation des Blutes (Nielsen 1985). Die besten Ergebnisse wurden in diesen 
Versuchen mit einer Antikoagulation durch EDTA erzielt. Außerdem wurde der Ertrag 
deutlich gesteigert, indem man sehr genau darauf achtete, die Monozyten stets zu 
kühlen, wenn man eine Bindung, zum Beispiel an die Falkonwand, verhindern wollte. 





Denn in früheren Veröffentlichungen wurde für Monozyten beschrieben, dass sie bei 
Kälte nicht binden können und sich ablösen (Nielsen 1987); (Leb et al. 1983). Somit 
ist es gelungen, eine zuverlässige Methode zu etablieren, mit Hilfe derer man ohne 
großen Kostenaufwand und spezielle Ausrüstungen (Geräte für magnetic antibody 
cell sorting oder Elutriationszentrifugation) eine primäre Monozytenkultur gewinnen 
kann. Diese könnte es vor allem auch kleineren Laboren ermöglichen, an Monozyten 
vom Schwein zu forschen. 
In den jeweiligen Versuchen wurde immer nur mit Monozyten eines einzelnen 
Schweins gearbeitet, was sich teilweise auch in den Standardabweichungen 
bemerkbar macht. Diese sind wahrscheinlich zum einen Ausdruck der genetisch 
individuellen Schweine und zum anderen durch die Lebensumstände der Tiere 
verursacht, denn die untersuchten Schweine wurden unter normalen Bedingungen 
auf einem Bauernhof gehalten und waren dort einem üblichen Keimspektrum 
ausgesetzt. So reflektieren die Daten eher normale Lebensumstände als es bei steril 
herangezüchteten Zelllinien der Fall wäre. 
In den Versuchen zeigten alle Monozyten nach der Kultivierung eine gesteigerte 
Expression von CD163. Diese war weitestgehend unabhängig von einer Behandlung 
mit RPE-Überständen. CD163 ist ein Marker, der vor allem auf gewebsständigen 
Makrophagen exprimiert wird. Es gibt auch eine Monozytenuntergruppe, die CD163 
exprimiert. Diese CD163 positiven Monozyten repräsentieren weiterentwickelte 
Monozyten, die sich wahrscheinlich in der Umwandlung zu Makrophagen befinden. 
Für sie ist beschrieben, dass sie im Gegensatz zu den jungen klassischen 
Monozyten auch anti-inflammatorische Zytokine produzieren können (Mantovani et 
al. 2004). Durch die Anwesenheit bestimmter Zytokine, wie GM-CSF und IL-4, 
können sich allerdings alle Monozyten in Dendritische Zellen umwandeln, wobei die 
Expression von CD163 abfallen würde (Chamorro et al. 2004). Die 
Versuchsergebnisse lassen also auf eine Weiterentwicklung der Monozyten zu 
Makrophagen und nicht zu Dendritischen Zellen schließen, die unabhängig von der 
Behandlung mit RPE-Überständen war. Die Expression von CD163 wurde schon 
früher als ein Effekt des Zellalters der Monozyten beschrieben, wobei eine 
Steigerung der Expression mit zunehmendem Alter der Zellen stattfand (Chamorro et 
al. 2000). Dies könnte ein Hinweis darauf sein, weshalb die Ergebnisse innerhalb der 
Versuche sehr ähnlich waren. Die erhobenen Daten deuten stark darauf hin, dass die 





RPE-Zellen keinen Einfluss auf die Geschwindigkeit der Ausreifung nehmen und 
nicht zu einer Entwicklung zu dendritischen Zellen führen. 
In den Experimenten konnte gezeigt werden, dass RPE-Zellen die Migration von 
Monozyten steigern. Diese Migrationssteigerung wurde dann signifikant, wenn die 
RPE-Zellen mäßig TLR3-stimuliert wurden (mit 1 µg/ml Poly I:C). Diese Daten 
stimmen gut mit Aussagen früherer Studien überein. Diese Studien besagen, dass 
RPE-Zellen chemotaktische Zytokine produzieren, welche die Migration von 
Monozyten anregen (Rosenbaum et al. 1987) und dass eine TLR3-Aktivierung in 
RPE-Zellen eine gesteigerte Sekretion von MCP-1 auslöst (Ebihara et al. 2007). 
Auch unter physiologischen Gesichtspunkten, ist dieser Effekt plausibel. Denn wenn 
z.B. eine virale Infektion von den RPE-Zellen über den Toll-like-Rezeptor 3 erkannt 
wird, könnten sie durch die Steigerung der Monozytenmigration zu einer Abwehr des 
Infekts beitragen. Wird die TLR3-Aktivierung allerdings nicht durch eine Virusinfektion 
sondern durch Gewebsdegenerationen ausgelöst und das RPE reagiert, indem es 
die Monozytenmigration steigert, so könnte die hervorgerufene Entzündungsreaktion 
einen weiteren Progress der Gewebsdegeneration bewirken. Geht man nun davon 
aus, dass solch ein gesteigertes Migrationsverhalten zu einem Zell-Zell-Kontakt 
zwischen RPE-Zellen und Monozyten führt, könnte dies einen zu beachtenden Faktor 
in der Pathogenese der AMD ausmachen. Denn diese Zell-Zell-Interaktion löst in 
RPE-Zellen wiederum eine Steigerung der MCP-1 Produktion aus (Bian et al. 2003), 
was noch mehr Monozyten anziehen könnte. Im Vorfeld wurde gezeigt, dass MCP-1 
aktivierte Monozyten die Apoptose von RPE-Zellen auslösen (Yang et al. 2011) und 
dass ein Zell-Zell-Kontakt zur Zerstörung der RPE-Zellen führt (Yoshida et al. 2003). 
Daher könnte man davon ausgehen, dass die Steigerung der Monozytenmigration zu 
einer Zerstörung des Retinalen Pigmentepithels beiträgt. Allerdings muss hier 
erwähnt werden, dass die Steigerung der Migration, die in den Experimenten 
gesehen wurde, nicht hochgradig war und deshalb nicht sicher zu einem 
entscheidenden Zell-Zell-Kontakt zwischen Monozyten und RPE führen muss. Dies 
gilt vor allem auch dann, wenn die Bruch-Membran und die Blut-Retina-Schranke 
noch intakt sind. 
Die erhobenen Daten zeigen, dass RPE-Zellen die Expression des Fas Liganden 
(FasL) auf Monozyten deutlich steigern. Diese Steigerung war unabhängig von einer 
vorherigen TLR3-Stimulation der RPE-Zellen. Auf frischen Monozyten konnte keine 





Expression des FasL nachgewiesen werden. Aber Monozyten sind in der Lage, im 
Laufe ihrer Entwicklung und bei entsprechender Stimulation den FasL zu exprimieren 
(Brown & Savill 1999). Der Fas Ligand (auch CD95 Ligand) ist in der Lage durch die 
Bindung an den Fas Rezeptor (auch CD95) eine Apoptose in der rezeptortragenden 
Zelle auszulösen. Diese Interaktion findet hauptsächlich zur Regulation des 
Immunsystems statt. Hier kann der Fas Rezeptor unter anderem auf T-Lymphozyten 
exprimiert werden. Der FasL spielt aber auch eine entscheidende Rolle bei der anti-
angiogenetischen Regulation in der Retina, denn es konnte gezeigt werden, dass 
Mäuse mit einem genetischen Defekt des FasL deutlich mehr retinale 
Neovaskularisationen aufzeigten als ihre Artgenossen (Kaplan et al. 1999); (Davies 
et al. 2003). Auch für die Expression des FasL auf Monozyten wurde in einer 
früheren Veröffentlichung beschrieben, dass sie in einer Reduktion der CNV 
resultiert, welche über einen FasL-induzierten Zelltod vermittelt wird (Apte et al. 
2006). Die ermittelten Daten zeigen, dass RPE-Überstände die Expression des FasL 
auf Monozyten generell steigern, sodass RPE-Zellen eine aktive Rolle bei der 
Aufrechterhaltung des anti-angiogenetischen Umfelds in der Retina spielen könnten 
und somit einem Übergang von der trockenen zur feuchten AMD entgegenwirken 
würden. 
Ein wichtiger Bestandteil des Immunprivilegs des Auges ist die Regulation der T-
Lymphozyten (Klettner 2015). Durch die Möglichkeit über den Fas Rezeptor T-
Lymphozyten zum Zelltod zu zwingen ist der FasL ein entscheidender Faktor bei der 
Wahrung des Immunprivilegs des Auges und limitiert die Entzündungsreaktion bei 
viralen Infektionen (Ferguson & Griffith 2006); (Griffith et al. 1995). Geht man davon 
aus, dass auch Monozyten über den FasL T-Zellen zur Apoptose zwingen können 
(Daigneault et al. 2012), dann kann den RPE-Zellen durch die Steigerung der FasL 
Expression auf Monozyten auch eine anti-inflammatorische Wirkung zugeschrieben 
werden. Wie bereits erwähnt, wurde in früheren Veröffentlichungen beschrieben, 
dass ein direkter Zell-Zell-Kontakt von Monozyten und RPE-Zellen zu einer 
Zerstörung des RPEs führt (Yoshida et al. 2003). Man könnte annehmen, dass diese 
Zerstörung evtl. über den FasL vermittelt wird, der von Monozyten exprimiert wird, 
wenn diese von RPE-Zellen dazu stimuliert wurden. Allerdings sind RPE-Zellen recht 
resistent gegenüber FasL-induziertem Zelltod, es sei denn, bestimmte pro-
inflammatorische Zytokine sind anwesend, wie z.B. TNFα oder IFNȖ (Esser et al. 





1995). Da bisher noch nicht beschrieben wurde, dass eine TLR3-Aktivierung von 
RPE-Zellen einen Anstieg von TNFα oder IFNȖ veranlasst, ist es eher 
unwahrscheinlich, dass die Zerstörung des RPEs bei einem Zell-Zell-Kontakt mit 
Monozyten über den FasL vermittelt wird.   
Zusammenfassend konnte eine neue Methode zur Isolierung von 
Schweinemonozyten etabliert werden und es wurde gezeigt, dass sich die 
gewonnenen Monozyten im Laufe der Versuche zu Makrophagen ausdifferenziert 
haben. Außerdem  konnte gezeigt werden, dass RPE-Zellen Monozyten zur 
Expression des Fas Liganden stimulieren, welcher anti- angiogenetisch wirkt. Unter 
einer TLR3-Aktivierung, wie bei viralen Infektionen und nekrotischen 
Gewebsdegeneratinen, lösen die RPE-Zellen eine gesteigerte Monozytenmigration 
aus und halten auch hier den anti-angiogenetischen Phänotyp der Monozyten durch 
deren Fas Liganden Expression aufrecht. Eine generelle Aussage zur Beteiligung der 
Monozyten an der Entstehung der AMD kann nicht getroffen werden. Die gewonnen 
Daten weisen darauf hin, dass die Interaktion zwischen RPE und Monozyten 
insgesamt keine entscheidende Bedeutung in der Pathogenese der AMD zu haben 
scheint. Weitere Untersuchungen sind von Nöten, um diese Fragestellung genauer 
beantworten zu können. Mit dieser Arbeit wurde die Grundlage für Untersuchungen 
der Interaktion zwischen RPE und Monozyten in einem primären Zellkulturmodell 
gelegt. 






Die Altersabhängige Makuladegeneration ist in den westlichen Industrienationen die 
häufigste Ursache der Erblindung bei älteren Menschen. Pathophysiologisch kommt 
es durch degenerative Veränderungen, genetische Prädispositionen, 
Umwelteinflüsse und Entzündungsreaktionen zunächst zu einem Untergang des 
Retinalen Pigmentepithels, welcher auch zu einer Zerstörung der Photorezeptoren in 
der Retina führt. Klinisch imponiert eine Verschlechterung der zentralen Sehschärfe. 
Im Verlauf der Erkrankung können Gefäße aus der Choroidea in den subretinalen 
Raum einsprossen und ein rapides Fortschreiten der Sehverschlechterung 
hervorrufen. Zurzeit existiert noch keine kausale Therapie der Erkrankung.  
Makrophagen stehen schon seit Längerem im Verdacht bei der Entstehung der 
altersabhängigen Makuladegeneration beteiligt zu sein. Ihre pathophysiologische 
Bedeutung wird allerdings kontrovers diskutiert. Ihnen wird sowohl eine protektive als 
auch eine destruktive Wirkung vor allem in Bezug auf die Angiogenese 
zugeschrieben. 
Der Toll-like-Rezeptor 3 ist ein Mustererkennungsrezeptor, der unter anderem auf 
Zellen des Retinalen Pigmentepithels exprimiert wird. Er ist in der Lage eine virale 
Infektion zu detektieren, kann aber auch bei Gewebsdegenerationen, wie bei der 
altersabhängigen Makuladegeneration, aktiviert werden. Die Aktivierung des Toll-like-
Rezeptors 3 wurde bereits als ein möglicher Faktor für die Zerstörung des Retinalen 
Pigmentepithels bei der fortgeschrittenen altersabhängigen Makuladegeneration 
diskutiert.  
Daher war das Ziel dieser Arbeit, den Einfluss des Retinalen Pigmentepithels mit und 
ohne Aktivierung des Toll-like-Rezeptors 3 auf die Migrationseigenschaften und den 
Phänotyp von Monozyten zu untersuchen. Hierbei interessierte vor allem die 
Expression des Fas Liganden und des Oberflächenmarkers CD163 auf den 
Monozyten. 
Da die Versuche im Schweinemodell durchgeführt werden sollten, war ein weiteres 
Ziel der Arbeit eine Methode zur Isolierung von Monozyten aus Schweineblut zu 
etablieren. Durch eine Kombination verschiedener modifizierter Verfahren zur 
Isolation von humanen Monozyten konnte eine sehr zuverlässige und kosteneffektive 





Methode entwickelt werden. Weil für dieses etablierte Verfahren keine spezielle 
Ausrüstung benötigt wird, sollte es auch kleineren Laboren in Zukunft die Möglichkeit 
bieten, eine reine Monozytenkultur vom Schwein herzustellen. 
Die isolierten Monozyten zeigten in allen Versuchen eine gesteigerte Expression von 
CD163, welche eine Ausreifung der Monozyten zu Makrophagen anzeigt. Diese 
Ausreifung war unabhängig von dem Einfluss des Retinalen Pigmentepithels. In den 
Experimenten konnte gezeigt werden, dass Zellen des Retinalen Pigmentepithels, 
die zuvor über den Toll-like-Rezeptor 3 stimuliert wurden, die Migration von 
Monozyten signifikant steigern. Außerdem fördern Zellen des Retinalen 
Pigmentepithels die Expression des Fas Liganden auf den Monozyten. Dieser 
Mechanismus zeigte sich sowohl für Retinale Pigmentepithelzellen, die über den Toll-
like-Rezeptor 3 aktiviert wurden, als auch für solche ohne eine Aktivierung. Dem Fas 
Liganden werden in der Retina anti-angiogenetische und immunregulatorische 
Eigenschaften zugeschrieben.  
Zusammenfassend kann eine Aktivierung des Toll-like-Rezeptors 3 von Zellen des 
Retinalen Pigmentepithels eine gesteigerte Monozytenmigration auslösen. Allerdings 
ist der Einfluss des Retinalen Pigmentepithels auf den Phänotyp von Monozyten 
unabhängig von einer Aktivierung des Toll-like-Rezeptors 3. Generell weisen die 
gewonnenen Daten nicht daraufhin, dass die Interaktion von Retinalem 
Pigmentepithel und Monozyten entscheidend an der Entstehung der 
Altersabhängigen Makuladegeneration beteiligt ist. Mit dieser Arbeit wurde die 
Grundlage für weitere Untersuchungen der Interaktion in einem primären 
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